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ABSTRACT 
 
The screening of amylase enzyme producing thermophilic bacteria from sediment of hot spring in Muara Jawa has 
been done. Screening has done by using selective media of starch, will show the formation of clear zones around the 
colonies by dripping the iodine solution. From alot colonies selected 1 colony with  widest clear zone. Single colony 
obtained was identified as Bacillus sp. Amylase produced was tested for amylase activity by DNS method and 
obtained the amylase activity at pH 6 and temperature at 55C is 2,8460 U/mL. 
 
Keywords:  Amylase, thermostable amylase, thermophilic bacteria, screening of bacteria, Dondang hot spring 
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PENDAHULUAN  
Enzim merupakan bagian yang penting bagi 
suatu organisme karena bertindak sebagai biokatalis 
pada reaksi-reaksi biokimia di dalam tubuh. Enzim 
juga sangat berperan diberbagai bidang industri 
seperti makanan, tekstil, detergen dan industri bahan 
bakar serta farmasi. Enzim dapat diperoleh dari 
makhluk hidup. Untuk memenuhi kebutuhan enzim 
yang banyak maka enzim yang diekstraksi dari 
mikroorganisme lebih banyak dimanfaatkan [1]. 
Mikroorganisme memiliki waktu pertumbuhan 
yang lebih cepat dibandingkan hewan dan tumbuhan 
sehingga dapat menjadi sumber enzim yang 
menguntungkan [2].  
Beberapa spesies bakteri dari Basillus seperti 
Basillus subtilis, Basillus amyloliquefaciens dan 
Basillus licheniformis telah dimanfaatkan pada skala 
industri sebagai bakteri penghasil amilase [3]. 
Basillus subtilis, Basillus amyloliquefaciens dan 
Basillus licheniformis saat ini banyak diketahui 
sebagai penghasil amilase [4]. 
Amilase merupakan enzim yang berperan 
dalam hidrolisis pati menjadi gula sederhana yaitu 
maltosa ataupun glukosa. Umumnya, proses amilase 
dalam menghidrolisis pati melalui tiga tahapan yaitu 
gelatinisasi, liquifikasi dan sakarifikasi.  
Bakteri termostabil dapat diisolasi dari sumber 
air panas baik air ataupun sedimennya. Sumber air 
panas di Kalimantan terdapat di Kecamatan Muara 
Jawa yang diketahui berasal dari aktivitas 
pembentukan logam melalui pemanasan (hydro-
thermal). Suhu yang tercatat adalah sekitar (45-47)oC 
dengan pH sekitar 7. Menjadikan sumber mata air 
panas ini menjadi habitat yang baik bagi bakteri yang 
memiliki ketahanan terhadap suhu yang tinggi. 
Sedimen memiliki keanekaragaman bakteri yang 
tinggi karena terdapat banyak spesies bakteri yang 
dapat tumbuh [5]. 
 
METODE PENELITIAN 
Alat 
Peralatan yang digunakan adalah botol steril, 
cawan petri, tabung reaksi, freezer, inkubator, 
sentrifius, Erlenmeyer, gelas ukur, magnetic stirrer, 
hot plate, gelas beaker, laminar air flow, vortex, 
pipet tetes, jarum ose, termometer, pH universal, pH 
meter digital, neraca analitik, Autoclave, pipet mikro, 
tabung mikro, lampu spritus, aluminium foil, kain 
kasa, shaker waterbath dan spektrofotometer visibel. 
Bahan 
Bahan yang digunakan diantaranya sampel 
sedimen dari sumber air panas dari Kecamatan 
Muara Jawa, akuades, alkohol, spirtus, ekstrak yeast, 
NaCl, agar, tripton, laruran iodium, NaCl, amilum, 
glukosa, Bovine Serum Albumin (BSA), pereaksi 
Bradford, larutan DNS. 
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Prosedur Penelitian 
Screening Bakteri 
Media yang digunakan untuk mengisolasi 
bakteri adalah Luria Bertani Agar yang disterilkan, 
dituang pada cawan petri steril. Setelah media 
memadat, sebanyak 0,1 mL suspensi sampel sedimen 
air panas disebar dengan hoki stik pada permukaan 
agar, diinkubasi selama 24 jam pada suhu 45oC. 
Untuk pemurnian bakteri, tiap koloni bakteri yang 
tumbuh berbeda pada kultur sebelumnya diambil satu 
ose dan digores ke tiap cawan petri lain yang 
mengandung media agar selektif amilolitik, 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 45oC. Untuk 
memastikannya dilakukan uji iodin dengan cara 
meneteskan iodin pada permukaan agar yang berisi 
isolat. 
Produksi Amilase 
Isolat ditumbuhkan pada media cair LB. 
Setelah diinkubasi selama 16 jam, kultur cair bakteri 
dimasukkan ke dalam tabung centrifuge dan diputar 
selama 15 menit dengan kecepatan 8000 rpm dan 
suhu 4C [6]. 
Uji Aktivitas Amilase Secara Kuantitatif dengan 
Metode DNS 
Penentuan Kurva Standar  Glukosa 
Penentuan kurva standar glukosa 
menggunakan metode DNS. Dengan membuat deret 
standar glukosa dengan konsentrasi 0 mM; 2 mM; 
2,5 mM; 3 mM; 3,5 mM; 4 mM; 4,5 mM dan 5 mM. 
Masing-masing larutan glukosa diambil 50 L dan 
ditambahkan 50 L pereaksi DNS lalu dipanaskan 
selama 5 menit. Didinginkan hingga suhu ruang lalu 
masing-masing ditambahkan akuades sebanyak 900 
L (total volume 1 mL) dan dihomogenkan. Larutan 
diukur absorbansinya dengan menggunakan 
spektrofotometer visibel pada panjang gelombang 
540 nm. Nilai absorbansi diplotkan dengan kurva 
standar glukosa yang dibuat antara konsnetrasi 
larutan glukosa terhadap absorbansinya. Persamaan 
garis yang diperoleh digunakan untuk mengetahui 
kadar glukosa yang terbentuk pada pengujian 
aktivitas amilase. 
Uji Aktivitas Amilase 
Pengujian menggunakan metode DNS [7]. 
Sebanyak 25 L ekstrak amilase kasar hasil 
sentrifugasi dimasukkan ke dalam tabung uji, lalu 
ditambahkan 25 L  larutan pati 1% pada pH 6 
sebagai substrat. Larutan pati dan enzim tersebut 
diinkubasi pada suhu 55C selama 30 menit. Reagen 
DNS setelah itu ditambahkan sebanyak 50 L, 
dipanaskan selama 5 menit, didinginkan hingga 
mencapai suhu ruang, ditambahkan aquades 
sebanyak 900 L (total volume 1 mL), absorbansinya 
diukur dengan menggunakan spektrofotometer 
visibel pada panjang gelombang 540 nm. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Isolasi Bakteri 
Hasil dari inkubasi pada sampel didapatkan banyak 
koloni bakteri sehingga perlu dilakukan seleksi 
dengan meneteskkan larutan iodin sehingga akan 
terbentuk zona bening di sekeliling koloni. Reaksi 
yang terjadi antara amilum dengan I2 akan 
menghasilkan warna ungu gelap, sedangkan pada 
zona bening tidak akan mengalami perubahan warna 
dikarenakan amilum yang telah terhidrolisis menjadi 
gula sederhana oleh amilase ekstraseluler yang 
dihasilkan oleh bakteri [6].  
Koloni-koloni yang berpotensi menghasilkan 
amilase kemudian dikulturkan kembali pada media 
LBA + amilum 1% yang baru. Pada tahap ini dipilih 
2 isolat yang menghasilkan zona bening terbesar 
yang kemudian disebut sebagai SD1 dan SD2 seperti 
pada gambar 1. 
 
 
Gambar 1.  Isolat bakteri SD1 dan SD2 penghasil 
amilase 
 
Kedua isolat tersebut berdasarkan hasil 
identifikasi merupakan bakteri bergenus Basillus sp. 
Dari kedua isolat dipilih isolat SD1 yang akan diuji 
aktivitas amilasenya karena memiliki zona bening 
yang lebih lebar dibandingkan SD2.  
Isolat SD1 dikulturkan kembali dengan media 
padat LBA + amilum 1%. Untuk memastikan bahwa 
isolat SD1 memiliki aktivitas amilase maka ditetesi 
kembali dengan larutan iodin dan memperhatikan 
zona bening yang terbentuk seperti pada gambar 2. 
 
SD1 SD2 
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Gambar 2. Isolat Tunggal SD1 
Besarnya area zona bening yang dihasilkan 
menunjukkan banyaknya glukosa yang terbentuk  
dari reaksi hidrolisis pati oleh amilase. Saat ditetesi 
dengan larutan iodin, amilum akan bereaksi 
menghasilkan warna ungu gelap. Sedangkan glukosa 
tidak menghasilkan perubahan warna saat 
ditambahkan iodin. 
Uji Aktivitas Amilase 
Uji aktivitas amilase menggunakan metode 
DNS dimana glukosa yang terbentuk akan 
mengalami reaksi redoks dengan 3,5- dinitro salisilat 
membentuk asam 3-amino 5-nitro salisilat dan asam 
glukonat. Asam 3-amino 5-nitro salisilat akan 
menghasilkan warna merah-jingga. Asam 3-amino 5-
nitro salisilat dapat dapat diukur konsentrasinya pada 
panjang gelombang maksimal 540 nm. Semakin 
banyak glukosa yang terbentuk maka semakin pekat 
warna merah yang dihasilkan [8]. 
Dari pengukuran absorbansi larutan standar 
glukosa diperoleh persamaan regresi linier 
y=0,0176x + 0,0038 dengan R2 = 0,9957. Kadar 
glukosa yang dihasilkan pada reaksi hidrolisis dapat 
diketahui dengan mensubtitusikan absorbansi sampel 
ke dalam persamaan regresi. Analisa aktivitas 
amilase yang dilakukan menghasilkan aktivitas 
amylase dari isolat bakteri sedimen air panas 
Dondang adalah sebesar 2,8460 U/mL pada waktu 
pH 6 dengan temperatur 55C selama 30 menit. 
KESIMPULAN 
Isolat bakteri SD1 dan SD2 yang berasal dari 
sedimen sumber air panas Dondang di Muara Jawa 
yang diperoleh bergenus Basillus sp. Dan isolat SD1 
mampu menghasilkan amilase dengan aktivitas 
amilase sebesar 2,8460 U/mL pada pH 6 dan suhu 
55C. 
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